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摘要 :以菜青虫五龄幼虫为材料 ,分离提取多酚氧化酶 ,研究对醛基苯甲酸 (a) 、对甲氧基苯甲酸 (b) 、对异丙基苯甲酸 (c) 、
对环已基苯甲酸 (d) 、对氟苯甲酸 (e) 、对氯苯甲酸 (f) 和对溴苯甲酸 (g) 等苯甲酸族化合物 ,对该酶催化 L2多巴 (L2DOPA)
氧化活力的影响. 测定 (a) , (b) , (c) , (d)和 (f) 抑制作用的 I C50分别为 10. 63、12. 22、1. 75、2. 10 和 6. 64 mmol/ L ,而 (e) 和
(g)则没有明显的抑制效果 .研究上述效应物的抑制作用动力学 ,结果表明 : (a) 、(c)和 (f) 对酶的作用表现为竞争性抑制 ,
其抑制常数分别为 6. 74、1. 08 和 3. 94 mmol/ L ; (b)和 (d)对酶的抑制作用表现为非竞争性类型 ,其抑制常数分别为 13. 11
和2. 21 mmol/ L .
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　　多酚氧化酶 ( Polyp henoloxidase ,简称 PPO , EC.
1. 14. 18. 1)广泛存在于生物体内 ,是昆虫体内的一种
重要酶类 ,在昆虫的变态发育和免疫系统中起着重要
的作用[1 ] . 对于具有"外骨骼"的菜青虫 ,多酚氧化酶是
影响其不同虫态与虫龄的变化历程中的重要因
素[2 ,3 ] . 我们曾经报道了菜青虫多酚氧化酶的性质[ 3 ]以







1 . 1 　实验材料
菜青虫 ( Pieris ra p ae L . )的获得同参考文献 [ 4 ] .
L2多巴 (L2DO PA) 、对醛基苯甲酸、对甲氧基苯甲酸、
对异丙基苯甲酸、对环已基苯甲酸、对氟苯甲酸、对氯




a. 对醛基苯甲酸 ; b. 对甲氧基苯甲酸 ; c. 对异丙
基苯甲酸 ; d. 对环已基苯甲酸 ; e. 对氟苯甲酸 ;f .
对氯苯甲酸 ; g. 对溴苯甲酸
　Fig. 1 　Chemical st ructures of terephthalaldhydic acid
1 . 2 　PPO 酶液的制备
酶液的制备以及蛋白浓度的测定均参照参考文献
[4 ] .
1 . 3 　酶活力测定方法
PPO 活力测定参照参考文献[ 4 ] .
2 　实验结果
2 . 1 　效应物对菜青虫 PPO 活力的影响
分别以对醛基苯甲酸 (a) 、对甲氧基苯甲酸 (b) 、对
异丙基苯甲酸 (c) 、对环已基苯甲酸 ( d) 、对氟苯甲酸
(e) 、对氯苯甲酸 (f) 和对溴苯甲酸 (g) (分子结构式见
图 1)为效应物 ,探讨它们对菜青虫 PPO 催化 L2DO2
PA 氧化反应活力的影响. 酶的剩余活力与效应物的
浓度依赖关系结果见图 2 ,随着抑制剂浓度的增大 ,酶
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　图 2 　几种苯甲酸族化合物对菜青虫 PPO 活力的影响
a～g 所表示的化合物名称与图 1 的图注相同
　Fig. 2 　Effect s of some compounds of benzoic acid family on the activity of PPO from the 5th instar of Pieris rapae L .
　图 3 　对醛基苯甲酸对菜青虫五龄虫 PPO 的抑制作用
直线 1～5 的抑制剂浓度分别为 0、2. 5、5、7. 5、10
mmol/ L
　Fig. 3 　Lineweaver2Burk plot s for inhibition of terephtha2
laldhydic acid on the PPO from the fif th larva of
Pieris rapae L .
活力逐渐下降. 在 p H6. 8 的 0. 2 mol/ L 磷酸缓冲液
中 ,37 ℃条件下 ,导致酶活力下降一半所需的抑制剂浓
度 ( I C50 )分别为 10. 63 (a) 、12. 22 ( b) 、1. 75 (c) 、2. 10
(d)和 6. 64 (f ) mmol/ L ,对氟苯甲酸和对溴苯甲酸则
没有明显的抑制效果. 测定的结果总结于表 1 ,以供比
较.




　图 4 　对甲氧基苯甲酸对菜青虫五龄虫 PPO 的抑制作用
直线 1～5 的抑制剂浓度分别为 0、2. 5、5、7. 5 和
10 mmol/ L
　Fig. 4 　Lineweaver2Burk plot s for inhibition of p2anisic
acid on the PPO from the fif th larva of Pieris ra2
pae L .
理. 在测活体系中 ,固定酶的浓度 ,改变底物 L2DOPA
浓度 ,测定不同浓度抑制剂对酶活力的影响 ,以酶反应
的初速度对底物浓度作图为一组双曲线 ,说明酶促反
应遵循米氏 ( Michaelis2Menten) 动力学方程. 以 Lin2
eweaver2Burk 双倒数作图 ,可以判断抑制剂的抑制类
型. 图 3 为抑制剂 (a) 对菜青虫五龄幼虫 PPO 抑制作
用的 Lineweaver2Burk 双倒数作图 ,得到一组纵轴截
距不变的直线 ,其抑制类型为竞争性 , Km 值随着抑制
剂 (a)浓度的增大而增大 ,最大反应速度 (V max ) 都没有
改变. 底物与抑制剂同酶分子的结合是互相竞争的 ,抑
制剂只能与游离酶 ( E) 结合 ,而不能与酶2底物络合物
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表 1 　几种苯甲酸族化合物对菜青虫 PPO 抑制效应的比较
　　　　　　Tab. 1 　Comparison of the inhibitory effect s of some benzoic acid family compounds on the PPO from
the 5th instar of Pieris ra pae L .
化合物 I C50 / (mmol ·L - 1 ) 抑制类型
抑制常数/ (mmol ·L - 1 )
KI KIS
对醛基苯甲酸 (a) 10. 63 竞争性 6. 74
对甲氧基苯甲酸 (b) 12. 22 非竞争性 13. 11 13. 11
对异丙基苯甲酸 (c) 1. 75 竞争性 1. 08
对环己基苯甲酸 (d) 2. 10 非竞争性 2. 21 2. 21
对氟苯甲酸 (e) # a
对氯苯甲酸 (f) 6. 64 竞争性 3. 94
对溴苯甲酸 (g) a
　　　　　　　　# 抑制率未达到 I C50 ,a 没测定.
( ES)结合. 以不同浓度抑制剂 (a)下测定的 Km 对抑制
剂 (a)浓度作图 (图 3 内插图)为一条直线 ,从直线的斜
率可以求得抑制常数 ( KI ) . 以相同的方法可以求得抑
制剂 (c)和 (f ) 的竞争性抑制类型以及抑制常数 ,测定
结果列于表 1 ,以供比较.
2 . 3 　抑制剂 (b) 、(d) 对菜青虫 PPO 表现为非
竞争性抑制机理及抑制常数的测定
以相同的方法研究抑制剂 ( b) 和 ( d) 对菜青虫
PPO 抑制作用机理. 以 (b) 和 (d) 为效应物 ,Lineweav2
er2Burk 双倒数作图为一组横轴截距不变的直线 ,其抑
制类型为非竞争性 ,即这一组抑制剂不影响米氏常数
( Km ) ,只影响最大反应速度 (V max ) . 图 4 为抑制剂 (b)
对菜青虫 PPO 抑制作用的 Lineweaver2Burk 双倒数




( E)和结合酶 ( ES)结合 ,且结合常数相同. 以不同浓度
抑制剂 (b)下测定的 1/ V m 对抑制剂浓度作图 (图 4 内
插图)为一条直线 ,从直线的斜率可以求得抑制常数
( KI = KIS) . 相同的方法可以求得抑制剂 (d) 的非竞争
性抑制类型以及抑制常数 ,测定结果列入于表 1 ,以供
比较.
3 　讨　论
本文所报道的几种苯甲酸族化合物中 (a) 、( b) 、
(c) 、(d) 、(f ) 对菜青虫 PPO 均有抑制作用. 我们曾报
道苯甲酸[4 ]对菜青虫 PPO 的抑制作用类型是属于非
竞争性抑制类型 ,从表 1 可见 ,苯甲酸在对位上被甲氧
基或环己基取代 ,对该酶的抑制作用机理保持不变 ,为
非竞争性类型 ,它们与酶的结合位点是在酶活性中心
以外的基团 ,可能是通过和氨基残基形成 Schiff 碱导
致酶活力的下降. 苯甲酸在对位上被醛基、异丙基或氯
离子取代 ,抑制作用机理变为竞争性类型 ,发生了质的
















到越来越多的关注[3 ,8 ,9 ] ,其中高兴祥等对苯甲酸族化
合物对甜菜夜蛾酚氧化酶的影响也进行了较深入的研




关性 (QSA R)的其它物化参数之间的关系 ,有待于进
一步研究.
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Inhibitory Effects of Some Benzoic Acid Family Compounds on the
Polyphenoloxidase from the 5th Instar of Pieres ra pae L.
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Abstract :The polyphenoloxidase ( PPO) is more responsible for enzymatic browning during the growth of the insect s. It is also in2
volved in the defense reaction and has some certain relation with the immune condition of the insect s. The polyphenoloxidase is a
metalloenzyme oxidase which catalyzes two distinct reactions of melanin synthesis the hyroxylation of a monophenol and the oxi2
dation of o2diphenol to the corresponding o2quinone. In the present paper ,the effect s of some benzoic acid family compounds on the
polyphenoloxidase f rom the 5 th instar of Pieres rapae L . were studied. The result s show that terephthalaldhyic acid , p2anisic acid , p2
isopropylbenzoic acid , p2cyclohexylbenzoic acid and p2chlorobenzoic acid have potent inhibition on the enzyme for the oxidation of L2
DOPA. The I C50 ,the inhibitor concentrations leading to 50 % activity lost ,were estimated to be 10. 63 ,12. 22 ,1. 75 ,2. 10 and 6. 64
mmol/ L ,respectively. The inhibitory kinetics was studied and the result s showed that terephthalaldhydic acid , p2isopropylbenzoic
acid and p2chlorobenzoic acid were competitive inhibitors ,while p2anisic acid and p2cyclohexylbenzoic acid were noncompetitive inhib2
itors. Their inhibition constant s were determined and compared. Obviously ,the inhibitory effect s of p2isopropylbenzoic acid and p2
cyclohexylbenzoic acid were higher than the other compounds ,so they may have the bright prospect in the future as the biocide.
Key words :the 5th instar of Pieris rapae L . ; polyphenoloxidase ; benzoic acid family compounds ; inhibition ; kinetics
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